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摘要:为了解重金属污染对海洋鱼类热休克蛋白(HSPs)基因表达的影响，将褐菖鲉(Sebastiscus marmoratus)分别暴露于 1． 6、
8、40、200、500 μg·L-1Cd、Pb溶液中，用环介导等温扩增技术(loop-mediated isothermal amplification，LAMP)定量检测褐菖鲉
肝脏 HSP60、HSP70、HSP90、HSC70 mRNA 表达量。结果表明:Pb仅在 40 μg·L-1时显著抑制 HSP60、HSP90、HSC70 mRNA 表
达量，8 μg·L-1时即可显著抑制 HSP70 mRNA表达量，并在 40 μg·L-1时达到最小值;Cd 对 HSP60、HSP90、HSC70 的诱导不明
显，但能显著诱导 HSP70，并在 500 μg·L-1时达到最大值。相比之下，褐菖鲉肝 HSP70 基因对重金属 Cd、Pb污染较为敏感，有
潜力成为监测海洋重金属污染的预警分子。
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Abstract:In order to understand the effects of heavy metal pollution on the gene expression of heat shock proteins
(HSPs)in marine fish，Sebastiscus marmoratus were exposed to different concentrations (i． e．，1． 6，8，40，200，
500 μg·L-1)of Cd or Pb for 5 days． A quantitative loop-mediated isothermal amplification (LAMP)method was
used to analyze the hepatic mRNA levels of HSP60，HSP70，HSP90，and HSC70． Under the Pb exposure，the
mRNA levels of hepatic HSP60，HSP90，HSC70 were not significantly reduced except in the 40 μg·L-1 treatment，
whereas the mRNA levels of HSP70 were significantly decreased by 8 μg·L-1 Pb，and reached the minimum when
Pb was 40 μg·L-1 ． Under the Cd exposure，the mRNA levels of hepatic HSP60，HSP90，HSC70 were not signifi-
cantly affected;in contrast，mRNA levels of HSP70 were significantly increased and peaked at 500 μg·L-1 Cd． In
conclusion，the hepatic HSP70 was relatively more sensitive to heavy metal exposure than the other HSPs，and thus
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had the potential to be the early warning for heavy metal pollution in marine environment．

































休克蛋白分为 4 个家族:HSP90 家族(分子量为 83
～ 90 kDa)、HSP70 家族(分子量为 66 ～ 78 kDa)、
HSP60 家族以及小分子量的 HSPs 家族(12 ～ 43
































tometer(Thermo Fisher 公司)，LA-320C 实时浊度仪
(北京蓝谱生物科技有限公司，精度 ± 2%)，PCR 仪
(Bioer Serves Life 公司)，5415R 型冷冻离心机(Ep-
pendorf公司)。
主要试剂:Bst DNA聚合酶(NEB 公司)，琼脂糖
(西班牙 Biowest 公司)，MgCl2(Sigma 公司)，betaine
(Bio Basic公司)，SYBR Green qPCR Mix(厦门鹭隆





± 1． 2)cm，平均体重(24． 79 ± 5． 8)g，雌雄不拘，先





1． 3． 1 暴露实验
实验前，褐菖鲉先在清洁沙滤海水中暂养，驯养
期间水温严格控制在 17 ～ 20 ℃，盐度 22‰ ～ 27‰，
选取活力好的个体进行污染实验。将褐菖鲉暴露于
不同浓度重金属(Cd、Pb)溶液中(实验浓度见表
1)。每浓度组 10 条鱼，每组设 2 个平行，对照组 50
L沙滤海水不含 Cd、Pb。用充气机连续进行充气，
并喂以人工饵料，每天采用静态半置换法更新相应









Control 1 2 3 4 5
Cd 0 1． 6 8 40 200 500
Pb 0 1． 6 8 40 200 500
1． 3． 2 RNA提取及反转录
总 RNA提取参照 TaKaRa公司所提供的 RNAi-
so Plus说明书进行，得到的 RNA加入适量 DEPC水
使其浓度均为 1000 ng·μL-1;反转录按照 Thermo 公
司提供的 ReverAid First Strand cDNA Synthesis Kit
使用说明书进行，产物 cDNA 稀释 5 倍，保存于-20
℃冰箱待用。
1． 3． 3 LAMP引物设计
根据褐菖鲉 HSP60 基因(GeneBank 序列号
JX185808)、HSP70 基 因 (GeneBank 序 列 号
JX185809)、HSP90 基 因 (GeneBank 序 列 号
JX255674)和 HSC70 基 因 (GeneBank 序 列 号
JX255673)序列，利用在线引物设计软件(http:/ /
primerexplorer． jp /elamp4． 0． 0 / index． html)设 计
LAMP 特异引物:FIP、BIP、F3 和 B3(表 2)。
1． 3． 4 LAMP测定
LAMP反应体系的设定参照 Notomi 等［17］的方
法。总体积 25 μL，经优化后体系内各试剂含量为:
0． 4 mol·L-1 Betaine，8 mmol·L-1 Mg2 +，1． 4 mmol·
L-1dNTPs，2． 4 μmol·L-1内引物，0． 4 μmol·L-1外引
物，1 × ThermoPol Reaction Buffer，8 U Bst DNA 聚合
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LAMP标准曲线的测定:以 F3 和 B3(表 2)为引
物进行 PCR 反应，利用琼脂糖凝胶电泳回收 PCR
产物，即可得到 LAMP 反应的 DNA 标准品，利用
NanoDrop 2000 分光光度计测定其 DNA 浓度，根据
公式计算拷贝数:
DNA拷贝数 /μL = 质量
分子量
×阿伏伽德罗常数
= A × 10 x拷贝数
其中质量，DNA标准品的质量浓度，ng·μL-1;分子
量，DNA标准品的平均分子量 =碱基数 ×660道尔顿 /
碱基，g·mol-1;阿伏伽德罗常数，copies·mol-1。
10 倍稀释标准品，配制 25 μL 体系标准系列。
利用 LA-320C实时浊度仪测定。实时浊度仪每 6 s
自动测定一次浊度，以浊度达到 0． 1 时作为阳性判
定标准，记录反应所需时间。制作标准曲线。
Cd、Pb暴露 5 d后，每个浓度组取 6 尾鱼，解剖






LAMP 检测结果采用 Microsoft Excel 和 SPSS
17． 0 软件处理，采用单因素方差分析(One-Way
ANOVA)，并用 Origin 8． 0 软件绘图。所有结果均
用 6 个平行样的平均值 ±标准误差表示，实验组与
对照组间数据的比较采用单尾 t检验分析显著性差
异。P ＜ 0． 05 为显著差异;P ＜ 0． 01 为极显著差异。
2 结果(Results)
2． 1 重金属 Cd、Pb 影响 HSP60 基因表达的剂量-
效应关系
由图 1可见，Cd污染对褐菖鲉肝 HSP60 mRNA含
量基本无影响，虽然随着 Cd浓度的升高 HSP60 mRNA
含量有缓慢上升趋势，但各组与对照组均无显著性差
异。Pb污染下褐菖鲉肝HSP60 mRNA含量仅在 40 μg
·L-1浓度组时有显著性抑制，约为对照组的 0． 05 倍。
其他浓度组与对照组之间无显著性差异。
2． 2 重金属 Cd、Pb 影响 HSP70 基因表达的剂量-
效应关系
由图 2 可见，8 μg·L-1 Cd 即可显著诱导褐菖鲉
肝 HSP70 mRNA 的表达，随污染浓度增加，HSP70
mRNA含量也持续增加，在 500 μg·L-1时达到最大
值，为对照组的 210． 65 倍。而 8 μg·L-1Pb显著抑制
褐菖鲉肝 HSP70 mRNA的表达，并在 40 μg·L-1时达
到最小值，为对照组的 0． 02 倍，随后逐渐恢复到对
照水平。
图1 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSP60 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。
Fig． 1 The effects of Cd and Pb on the levels of hepatic
HSP60 mRNA in S． marmoratus
Note:n = 6;* P ＜ 0． 05;＊＊ P ＜ 0． 01;＊＊＊ P ＜ 0． 001．
图2 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSP70 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。
Fig． 2 The effects of Cd and Pb on the levels of
hepatic HSP70 mRNA in S． marmoratus
Note:n = 6;* P ＜ 0． 05;＊＊ P ＜ 0． 01;＊＊＊ P ＜ 0． 001．
2． 3 重金属 Cd、Pb 影响 HSP90 基因表达的剂量-
效应关系
由图 3 可见，Cd 污染对褐菖鲉肝 HSP90 mRNA
含量基本无影响，虽然随着 Cd 浓度的升高 HSP60
mRNA含量有缓慢上升趋势，但各组与对照组均无
显著性差异。Pb 污染下褐菖鲉肝 HSP90 mRNA 含
量仅在 40 μg·L-1浓度组时有显著性抑制，为对照组
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的 0． 12 倍，其他浓度组与对照组之间无显著性
差异。
2． 4 重金属 Cd、Pb 影响 HSC70 基因表达的剂量-
效应关系




约为对照组的 0． 05 倍。其他浓度组与对照组之间
无显著性差异。
图3 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSP90 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。
Fig． 3 The effects of Cd and Pb on the levels of hepatic
HSP90 mRNA in S． marmoratus
Note:n = 6;* P ＜ 0． 05;＊＊ P ＜ 0． 01;＊＊＊ P ＜ 0． 001．
图4 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSC70 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。
Fig． 4 The effects of Cd and Pb on the levels of hepatic
HSC70 mRNA in S． marmoratus
Note:n = 6;* P ＜ 0． 05;＊＊ P ＜ 0． 01;＊＊＊ P ＜ 0． 001．
综上所述，不同浓度 Cd 对褐菖鲉肝 HSP60、
HSP90、HSC70 mRNA的表达基本无显著性影响，但
可以显著诱导 HSP70 mRNA 的表达，且诱导量随着
浓度的增加而增加，在 500 μg·L-1时达到峰值。
不同浓度 Pb 影响褐菖鲉肝 HSP60、HSP90、
HSC70 mRNA的表达也不显著，仅在 40 μg·L-1组出
现显著性抑制，其他浓度组均无显著性变化。HSP70






















时间内诱导轮虫(rotifer)中 HSP60 mRNA 表达量






















cus)胃组织中 HSP90 和相应的 mRNA 逐渐降低，适
应后的胃脏中 HSP90 的表达量降低大约 60%［26］。
与之变化相类似的，500 μg·L-1的外源 Pb 即可显著











Zn、Cu、Pb、Cd 都会诱导 HSP70 的表达，其中以 Fe
的诱导最为明显。重金属 Cd、Pb 曝污能诱导淡水
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